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© Die Erfindung betrrfft die Herstellung und Verwendung von Genbanken synthetischer menschlicher AntikSr- 
per (huAK) Oder AntikSrperteile, die die antfgenbindende DomSne enthalten. Ausgehend von einem huAK-GerOst 
in einem geeigneten Vektor werden die hypervariablen Bereiche der Antikorper cDNA durch annShernd 
"zufallig" ("random 0 ) zusammengesetzte Oligonukfeotide gebildet. Relativ konservierte Aminosauren in den 
hypervariablen Bereichen sind dabei durch die Wahl entsprechender Nukleotide wShrend der Oligonukleotidsyrt- 
these berGckslchtigt ebenso wie das VerhSttnis der eingesetzten Nukleotide zueinander so vorgegeben ist, dafl 
ein "Nonsense°-Codon nur in hochstens jeder 89. Position zu erwarten ist Durch Expression dieser syntheti- 
schen huAK cDNA in mikrobiellen Expressionssystemen, z.B. dem nachstehend beschriebenen Vektor pFMT in 
E.coli, steht somit eine synthetische huAK-Bibiothek mit einem umfassenden Repertoire zum DurchprQfen 
("Screenen") mit ausgewahlten Antigenen In vltr zur VerfOgung. 
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HERSTELLUNG UND VERWENDUNG VON GENBANKEN SYNTH ETISCHER MENSCHUCHER ANTIKORPER 
("SYNTHETISCHE HUMAN-ANTIKORPERBIBUOTHEKEN") 

Die Erfindung betrifft die Herstellung und Verwendung von Genbanken synthetischer menschlicher 
Antikorper (huAK) oder Antikorperteile, die die antigenbindende Domane enthalten. Ausgehend von einem 
huAK-Gerust in einem geeigneten Vektor werden die hypervariablen Bereiche der Antikorper cDNA durch 
annahernd "zufallig" ("random") zusammengesetzte Oligonukleotide gebildet Relativ konservierte Amino- 

s sauren in den hypervariablen Bereichen sind dabei durch die Wahi entsprechender Nukleotide wahretjd der 
Oligonukleotidsynthese berQcksichtigt, ebenso wie das Verhaltnis der eingesetzten Nukleotide zueinander 
so vorgegeben ist, dafl ein "Nonsense"-Codon nur in hochstens jeder 89. Position zu erwarten ist. Durch 
Expression dieser synthetischen huAK cDNA in mikrobiellen Expressionssystemen, z.B. dem nachstehend 
beschriebenen Vektor pFMT in E.coli, steht somit eine synthetische huAK-Bibiothek mit einem umfassen- 

70 den Repertoire zum Durchprilfen ("Screenen") mit ausgewahlten Antigenen in yrtro zur VerfQgung. 

Es wird geschatzt, da/3 das Immunsystem des Menschen bzw. eines Saugetiers zwischen 10 6 und 10* 
verschiedene Antikorper besitzt Diese Zahl von Antikorpem reicht offenbar aus, urn eine Immunreaktion 
des KSrpers sowohl gegen sSmtliche in der Natur vorkommende Antigene als auch gegen kQnstliche 
Antigene hervorzurufen. Wenn man weiterhin in Betracht zieht, dafl oft unterschiediiche Antikorper mit 

75 demselben Antigen reagieren, wird das Repertoire an wirklich verschiedenen Antikorpem eher im Bereich 
10 s bis 10 7 anzusiedeln sein. 

Bisher werden spezifische Antikorper stets ausgehend von einer Immunisierung mit dem jeweiligen 
Antigen erhalten, beispielsweise Injektion des Antigens in den Organismus Oder Inkubation von Milzzellen in 
vitro mit diesem Antigen. Im Fall von polyklonalen AntikBrpern lassen sich die Immunglobuline anschlie- 

20 Send aus dem Serum isoiieren und z.B. durch Absorptionsverfahren die spezifischen Antikorper daraus 
gewinnen. Monoklonale Antikdrper werden aus den Zelluberstanden bzw. dem Zell-Lysat von mit einzelnen 
B-Lymphozyten fusionierten, kionierten Milztumorzellen (Hybridomzellen) isoliert Die oben geschilderten 
Verfahren sind insbesondere zur Herstellung von spezifischen Human-Antikorpern bzw. humanen monoklc-. 
nalen Antikorpem nicht geeignet. 

25 Die vorliegende Erfindung stellte sich deshalb die Aufgabe, eine allgemein gangbare Methode zur 
Erzeugung spezifischer humaner monoklonaler Antikorper (huMAICs) oder AntikSrperteile zu entwickein, die 
synthetische hypervariable Domanen enthalten. 

Es wurde gefunden, dafl durch die Verwendung von annShemd zufSllig ("random") synthetisierten 
Oligonukleotiden kodierend fOr die jeweils drei hypervariablen Bereiche der vaiiablen Teile von schwerer 

30 bzw. leichter Ketten (genannt CDR1, 2 und 3 wobei CDR "complementary determining region" bedeutet) 
synthetische humane Genbanken erzeugt werden konnen. Die synthetisierte Antik6rper-DNA wurde dann, 
vorzugsweise nach Amplifizierung mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), bevorzugt in einen beson- 
ders dafQr konstruierten AntikSrper-Expressionsveklor ligiert, namlich den Vektor pFMT. 

Eine Zusammenstellung der Oligonukleotide, die fQr die Synthese der variablen DomSnen von schwe- 

35 ren und leichten Ketten eingesetzt werden, zeigt Tab. 1. Satz A enthSIt dabei weniger BnschrSnkungen als 
Satz B. Folgende Bnschrankungen der ZufSlligkeit bei der Synthese hypervariabler Bereiche (siehe CDR- 
Regionen in Tab. 4) wurden in H3, H4, H6, L2, L3 und L5 bei Satz A vorgenommen, urn erstens 
Sequenzpositionen fQr bestimmte konservierte AminosSuren zu berucksichtigen, zweitens die Zahl der 
Stopcodons zu reduzieren und drittens eine neue Restriktionsstelle einzubauen, 

40 (a) Zur Verringerung der Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Stopcodons wurde jeweils an der ersten 
Stelle jedes Codons nur die Halfte der Menge der drei anderen Nukleotide bei T vorgegeben und an der 
dritten Position jedes Codons wurde A weggelassen. Damit ist im statistischen Mittel nur jedes 89. 
Codon ein Stopcodon. 

(b) FQr das 2. Codon in der CDR1 -Region der leichten Kette wurden nur Nukleotide zugelassen, die fQr 
45 die Aminosauren V, A oder G kodieren. 

(c) Ebenso wurde fQr Codon Nr. 10 in der CDR1 Region der leichten Kette und fQr Codon Nr. 4 in der 
CDR1 Region der schweren Kette nur die Kombinationen zugelassen, die fQr V, I oder M kodieren. 

(d) In der CDR3 Region der leichten Kette wurden fQr Codon Nr. 1 nur die NuWeotid zugelassen, die fQr 
die AminosSure Glutamin kodieren. 

so (e) In der CDR2 Region der schweren Kette werden fQr Codon Nr. 11 nur die Nukleotide zugelassen, die 
fQr die Aminosaure Ty rosin kodieren. 

(f) ZweckmMfligerweise wurde zur EinfQhrung einer Restriktionsschnittstelie fQr Mlul an der drift n Stelie 
des letzten Codons in der CDR2 Region der schweren Kette ein A eingebaut 

Vorzugsweise wurde die Zufalligkeit dieser Oligonukleotide noch weiter eingeschrankt in den Positio- 
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nen, wo Gberwiegend eine Oder wenig Aminosauren vorkommen (Satz B von Tab. 1, di Enschrankungen 
beruhen hier auf den Tabellen von Kabat et al. (1987), Sequences of Proteins of Immunological Interest-U.S. 
Dept. of Health and Human Services. U.S. Government Printing Offices). Eine Liste der entsprechenden 
Nukleotide und kurze Erlauterungen zu den Codonzusammens tzungen sind in Tab. 1 und den Eiiauterun- 

5 gen zu Tab. 1 zusammengefaflt 

Nach Ligation gleicher Molmengen von Oligonukleotiden H1 bis H7 bzw. L1 bis L5 werden diese in den 
vorbereiteten Expressionsvektor pFMT ligiert. Vorzugsweise sollte ein PCR-Schritt mit den "Primern" H1 
und H8 bzw. L1 und L6 vorgeschaltet werden, urn die Menge von DNA zu amplifizieren. Nach Herstellung 
von geeigneten Restriktionsschnittstellen mit passenden Restriktionsenzymen an den Enden der Antikorper- 

70 DNA wird die DNA in den Antikorper-Expressionsvektor pFMT in gleicher Weise wie oben ligiert (siehe 
Beispiele). 

Der Expressionsvektor pFMT ermoglicht die Expression von Antik6rper-cDNA und anschlieflende 
Sezemierung der Expressionsprodukte In Bakterien (E.coli). Das Antikorper-Operon des Plasmids enthalt 
die Sequenzen der variablen Teile sowohl der schweren als auch der leichten Kette eines AntikSrpers. 

75 Geeignete "Leader n -Sequenzen aus dem aminoterminalen Teil eines bakteriellen Proteins ermoglichen die 
Sezemierung der Antikorperteile. Die n Leader R Sequenzen werden bei der Sekretjon von einem bakteriellen 
Enzym abgespalte.n. WShrend der Sekretion der Antjkfirper-cDNA-Produkte assoziieren die leichten und 
schweren Ketten des Antikorpers (mit Oder ohne angrenzende konstante Domane). Dadurch wird ein 
Antikorper oder Antikorperfragment gebildet der bzw. das eine funktionelle Antigen-Bindungsstelle enthalt. 

20 Ahnliche Konstrukte fOr einzelne AntikSrper sind auch von anderen Autoren beschrfeben worden (Better et 
a!. (1988), Science 240, 1041, und Skerras & PIQckthun (1988), Science 240, 1038). 

In der durch die Expression in belspielsweise Bcoli entstandenen synthetischen Human-Antikorper- 
Bibllothek werden die gesuchten humanen AntikSrper bzw. Antikorperteile durch Screenen von bakteriellen 
Klonen mit dem Antigen der Wahl aufgefunden. In einer bevorzugten AusfQhrungsform wird zusatzlich eine 

25 Sequenz eingebaut, die fur ein Markerpeptid kodiert, z.B. eine "TAG"-Sequenz, so daB die Expressionspro- 
dukte mit etablierten monoklonalen Antikorpem gegen das Markerpeptid (Wehland et al. (1984), EMBO J. 3, 
1295) auf einfache Weise nachgewiesen werden kQnnen. 

Die vorgenannten beispiethaften Formulierungen und die nachfolgenden Beispiele sollen so verstanden 
werden, dafl sie die Erfindung erlautern, aber nicht einschranken. 

30 Die Erfindung betrifft folglich Genbanken synthetischer huAK oder deren antigenbindenden Teile 
erhalten durch (1) zufSllig erzeugte cDNA fUr die hypervariablen Regionen wobei die Zufallssequenzen 
durch die Punkte (a) bis (e) Satz A bzw. gemafl Tab. 1, Satz B eingeschrankt sind, (2) daran anschlie/tend 
vorzugsweise einen Amplifikationsschritt dieser Zufallsequenzen und (3) Ligierung der genannten cDNA in 
einen geeigneten Expressionsvektor, vorzugsweise pFMT, wobei in einer bevorzugten AusfUhrungsform 

35 zusatzlich eine fur ein Markerpeptid kodierende Sequenz eingebaut wird. 

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung o.g. Genbanken und Verfahren sowie dereri 
Verwendung zur Isolierung von Klonen, die spezrTische Antikorper bzw. deren antigenbindenden Teile 
sezemieren. 

Die Erfindung 1st schliefllich in den Beispielen im einzelnen ausgefQhrt und in den PatentansprOchen 
40 enthalten. 

Beispiele: 

Belsplel 1: Herstellung eines Antlkorper-Expressionsvektors 

45 

Das Plasmid pKK233-2 (Amann und Brosius, (1985) Gene 40, und Straus und Gilbert, (1985) Proc. Natl. 
Acad. Sci. 82, 2014) wurde als Basisvektor fOr den Aufbau des Antikorper-Expressionsvektors gewahlt (Rg. 
1). 

Vor dem Bnbau des Antikorper-Operons wurde das Plasmid mit Sail und BamHI geschnitten. die 
60 Enden mit Klenow-Polymerase aufgefQIlt und ligiert Dadurch wurden diese beiden Restriktionsstellen und 
die dazwischenliegende DNA entfernt Auflerdem wurde das Plasmid mit Hindlll gespalten, die Enden mit 
der Klenow-Polymerase aufgefDIIt und mit BamHUJnkem ligiert Durch diese Operation wurde die Hindlll- 
Restriktionsstelie entfernt und eine BamHI-Stelle Insertiert. In dieses modifizierte Plasmid wurde die 
Antikorp r-DNA insertiert Ein v r infacht r Aufbau des AntikQrper-Operons, das fOr eine dicistronische 
55 Antik6rper-mRNA kodiert, wird in Tab. 2 gezeigt Urn die Sezemierung des Antikorpers zu ermoglichen, 
wurde die "Leader n -Sequenz des bakteriellen Enzyms Pektatlyase verwendet. Die "Leader^-Sequenz von 
diesem Enzym ist schon zur Expression und Sezemierung eines chimSren Maus-Mensch-Antik6rpers (Fab- 
Fragment, Better et al., a.a.O.) sowie des variablen Teils eines "humanisierten 0 * Antikorpers (Ward et al., 
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a.a.O.; Huse et a!., a.a.O.) verwendet worden. DNA fur die erste "Leader n Sequenz (Pi vor der schweren 
Kett ) und die Sequenz fur ein zweite Ribosomenbindungsstelle (RBS) und eine zweite M Leader "-Sequenz 
(P 2 vor der leichten Kette) wurden aus mehrer n Oligonukieotiden synthetisiert (Tab. 3). 

Antikorper cDNAs, die fur die variable Regionen der schw r n und leichten Ketten eines menschlichen 

5 Antikorpers (HuVhlys bzw. HuVllys; Riechmann et al., (1988) J. Mol. Biol. 203, 825) kodieren, wurden von 
Dr. G. Winter (Cambridge, UK) erhaften. Die Restriktionsstellen Hindlll (HuVhlys) und EcoRV (HuVllys) 
wurden eingefuhrt, um die Insertion der Antikorper-cDNA in den Expressionsvektor zu ermoglichen. Weitere 
Restriktionsstellen fOr Banil (HuVhlys) und BstEH bzw. Kpnl (HuVllys) wurden eingefUhrt, um hypervariable 
Bereiche "en bloc" umzutauschen. Am Ende der HuVhlys-cDNA-Sequenz wurde ein Stopsignai eingebaut 
-> 10 Bne Banll-Stelle in der leichten Kette wurde entfernt. Diese Anderungen wurden mittels "site directed' 
mutagenesis" in dem Bakteriophagen M13mp18 durchgefQhrt (Zoller und Smith, Meth. Enzymol. 100, 468- 
500). Die Sequenz der fertigen Antikorper-DNA ist in Tab. 4 gezeigt 

Fur die Insertion der "Leader"-Sequenz Pi (Tab. 3 ) wurde das modifizierte Plasmid pKK233-2 mit den 
Restriktionsenzymen Ncol und Pstl verdaut und Pi zwischen diesen Stellen insertiert (pKK233-2-Pi). 

15 Weitere Klonierungsschritte bis auf den letzten Schritt wurden mit dem Plasmid pUC18 untemommen. Der 
Grund besteht darin, dafl die Anwesenheit von einzelnen Teilen des AntikSrper-Operons in dem Expres- 
sionsvektor das Wachstum des bakteriellen Wirts beeintrachtigt 

Vor der Klonierung in pUC18 muflte dessen BamHI-Restriktionsstelle entfemt werden. Nach einem 
Verdau mit BamHI wurden die einzelstrangigen Enden mit dem Klenow-Fragment aufgefOllt und religiert 

20 Dieses modifizierte Plasmid wurde dann mit Pstl und Hindlll verdaut und P2 plus RBS zwischen diesen 
Restriktionsstellen einligiert (pUCl8-P 2 ). Bei dieser Operation verschwindet die ursprungliche Hindlll- 
Restriktionsstelle des Plasmids und eine neue Hindlll-Restriktionsstelle wird eingebaut pUC18-P 2 wurde 
dann mit Pstl und Hindlll verdaut und die DNA der schweren Kette (Pstl-Hindlll-Insert aus M13) wurde in 
diese beiden Stellen ligiert (pUC18-HP 2 ). Dieses Plasmid wurde dann mit EcoRV und BamHI verdaut und 

25 die DNA der leichten Kette (EcoRV-BamHI-lnsert aus M13) wurde hineinligiert (pUC18-HP 2 L). 

Das insert Pstl-BamHI wurde dann in pUC18 umkloniert, nachdem dort zuvor die Restriktionsstellen fOr 
Hindlll, Banll und Kpnl entfemt wurden. Die Hindlll-Restriktionsstelle wurde wie oben bei pKK233-2 entfernt, 
wobei die Religation aber ohne Insertion von BamHI Linkern erfolgte. AnschlieBend wurde das resultierende 
Plasmid mit Smal und Banll verdaut und nach AuffOllen der Gberstehenden Enden durch T4 DNA 

30 Polymerase religiert. Die Insertion des Pstl-BamHI Restriktionsfragments ergibt pUC-HP 2 L In einer bevor- 
zugten AusfQhrungsform wurde zusatzlich in den Restriktionsstellen Banll und Hindlll eine "TAG "-Sequenz 
inseriert (Tab. 3). Die "TAG"-Sequenz kodiert fQr die Erkennungssequenz Glu-Gly-Glu-Glu-Phe des mono- 
klonalen Antikorpers Yl 1/2 (Wehland et al., (1984), EMBO J. 3, 1295). Durch diesen "Peptidmarker" ist das 
Expressionsprodukt des resuitierenden Plasmids pUC-HTP 2 L bequem nachweisbar. 

as FQr die Insertion von HP 2 L bzw. HTP 2 L in den Expressionsvektor wurden beide Plasmide mit Pstl und 
BamHI geschnitten und das Pstl-BamHI HP 2 L-Insert aus pUC-HP 2 L bzw. das HTP 2 L-lnsert aus pUC-HTP 2 L 
wurde in das modifizierte Plasmid pKK233-2-Pi in diese beiden Restriktionsstellen ligiert Eine schemati- 
sche Darstellung des fertigen Expressionsvektors pFMT wird in Tab. 5 gezeigt 

40 Belspiel 2x Synthese von Antikorper-DNA mit Zufallssequenzen In hypervariablen Bereichen 

Bne Zusammenstellung der synthetisierten Oligonukieotiden fUr die Synthese der variablen Teilen von 
Antik<5rper-DNA wird in Tab. 1 gezeigt. FOr die Synthese der hypervariablen Regionen wurden annahernd 
zufallig ("random") Nukleotidsequenzen verwendet BnschrSnkungen der Zufalligkeit werden in Tab. 1 
45 erIMutert Zwei verschiedene Satze von Oligonukieotiden wurden synthetisiert In Satz A sind die hypervari- 
ablen Bereiche weitgehend zufallig auBer den wenigen Positionen, wo fast ausschliefilich bestimmte 
Aminosauren vorkommen. In Satz B wurde die ZufSHigkeit der Nukleotidsequenzen in den Positionen, wo 
Oberwiegend ein Oder wenige AminosSuren vorkommen, zusStzlich eingeschrankt. 

Die Oligonukleotide wurden durch HPLC-Chromatographie oder Polyacrylamidgelelektrophorese gerei- 
50 nigt und anschlie/Jend V-phosphoryliert 

Beisplel 3: Ligation der synthetisierten Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide in Tab. 1 wurd n schrittweise auf einem Antik6rper-DNA-Template n zusammenii- 
55 giert DafQr wurde einzelstr§ngige M13mp18-DNA mit den Antikorper-DNA-lnserts in groBeren Mengen 
(etwa 1mg) isoliert. Um die Antik6rper-DNA vom Vektor zu trennen, wurden die Inserts an den beiden 
Enden mit zwei passenden Oligonukieotiden doppelstrangig gemacht und mit den Enzymen Pstl und Hindlll 
(schwere Kette) bzw. mit EcoRV und BamHi (leichte Kette) verdaut. Die Antikorper-DNA wurde dann auf 
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einer Agargelelektrophorese gereinigt. 

Auf diesen DNA "Templates" wurden erst nur drei Oligonukleotide ligiert: H1, pH2 und pH3 (schwere 
Kette) und L1, pL2 und pL3 (leichte Kette), wobei H1 und L1 an ihrem 5'-Ende mit zuerst markiert 
wurden ("p" bedeutet S'-phosphoryliert). 100pmol Mengen von jedem Oiigonukleotid wurden eingesetzt Die 

5 hybridisierten Oligonukleotide wurden auf 2%igem Agarosegelen gereinigt und auf einem Sequenzgel 
analysiert. Die Menge wurde durch eine Radioaktivitatsmessung ermittelt. Gleiche Molmengen von pH4 und 
pH5 (schwere Kette) und pL4 und pL5 (leichte Kette) wurden dann an die schon ligierten Oligonukleotide 
auf dem jeweiligen "Template" ligiert. Diese DNA's wurden dann wie im vorhergehenden Schrrtt gereinigt 
und die Prozedur wurde mit gleichen Molmenge von pH6 und pH7 bis zum Reinigungsschritt wiederholt. 

10 Die ligierten Oligonukleotide warden schlietflich Gber ein denaturierendes Polyacrylamidgel gereinigt und 
vorzugsweise mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) amplifiziert. Altemativ bzw. urn Verluste durch den 
letzten Reinigungsschritt zu vermeiden. wurden die Oligonukleotide direkt nach dem letzten Ligationsschritt 
mit PCR amplifiziert. FUr die PCR wurden die "Primer" H1 und H8 (schwere Kette) bzw. L1 und L6 (leichte 
Kette) unter Standardbedingungen verwendet. Amplifizierte "Template" DNA wurde selektiv verdaut mit 

75 Kpnl (leichte Kette) bzw. mit Alul (schwere Kette). Gegebenenfalls wurde ein zweiter Amplifizierungsschritt 
mit der PCR nachgeschaltet. 

Beispiel 4: Insertion der Antfk5rper-DNA In das IBtpressionsplasmid 

20 Die synthetisierte Antikorper-DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Pstl und Banll (schwere Kette) 
bzw. BstEl! und Kpnl (leichte Kette) geschnitlen. Die Banden mit dem erwarteten Molekulargewicht wurden 
durch Agargelelektrophorese gereinigt, mit Ethanol gefallt und anschliei3end in den ebenso geschnlttenen 
und gereinigten pUC-HP 2 L (siehe oben) in zwei Schritten (erst die DNA der leichten Kette und dann die 
DNA der schweren Kette) ligiert Das HP 2 L-lnsert wurde dann in die Restriktionsstellen Pstl und BamHI des 

25 Plasmids pKK233-2-Pi (siehe Beispiel 1) ligiert. Entsprechendes gilt fur das HTP 2 L-Fragment Die 
Antikorper-Bibliothek ist som'rt in dem Antikorper-Expressionsplasmid etabliert (Tab. 6). Der Grund filr die 
Zwischenklonierung in pUC.besteht darin, daB die Anwesenheit von einzelnen Teilen des Antikorper- 
Operons in dem Expressionsvektor das Wachstum des bakteriellen Wirts beeintr§chtigt (siehe auch oben). 

30 Beispiel 5: Expression und "Screenen" von Antifcorpem In Exoll 

Kompetente E.coli werden mit pFMT-Plasmiden, die die insertierte Antikdrper-DNA-Bibliothek enthalten, 
transfiziert, auf Agaroseplatten aufgezogen und dann mit Nitrozellulosefiltern, die mit dem gesuchten 
Antigen beschichtet sind, inkubiert Nach der Entfemung unspezifisch gebundener Antikorper werden die 
35 aktiven Klone mit einem markierten Antikorper gegen die aus E.coli sezernierten menschlichen Immunglo- 
buline identifiziert In der bevorzugten AusfUhrungsfbrm wird dafQr der Antikorper YL 1/2 verwendet der 
gegen die "TAG"-Sequenz gerichtet ist 

Legende zu Fig. 1: 

40 

Restriktionskarte des Expressionsvektors pKK233-2 (Amann und Brosius, a.a.0.). 
Rrc bedeutet hybrider Tryptophan-lac Promotor 
RBS bedeutet Ribosomenbindungsstelle 
rrnB bedeutet ribosomaJes RNA B Operon 
45 5S bedeutet Gen fOr 5S RNA 

Vor der Kionierung von Antik6rper-DNA in den Bqwessionsvektor wurden die folgenden Anderungen 
durchgefQhrt: 

1) Die Sail und EcoRl Restriktionsstellen wurden zusammen mit der zwischenliegenden DNA entfemt 

2) Die Hindill Restriktionsstelle wurde in eine BamHI Restriktionsstelle umgewandelt 



55 
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TAB. 1 



Teile) 



Oligonuklcotidc fQr die Synthese einer Bibliothek von Antikfirper-DNA (variable 



SatzA 

HI 5 *CXAGGTCC2lACTGCAGGaGAGCGGTCCAGGrcXTGrGAGACCTAG3 
B2 5 ' CCAGACCCTGAGCCTGACCTGCACCGTG3 ' 
H3 5 



B4 



H5 
H6 



H7 
H8 
U 
t2 

13 




CTTT1 / 2TTTGGGTGCGCCAGCCACCTGGAC3 * 



5 'C^GGTCTTGMJTGGATTGGT' 




1 A CC 


CC 


1 6 AA 


AG 


J3 GG 


G 






Jc 


CC 


r 


AG 


10 |g 


G. 



T1/2TACGCGTG&CAATGCTGGX&GAC3 * 
C C 
A A 
G G 



5 'ACCAGCAAGAACCAGTTCAGCCTGCGTCICAGCAGCGrGACAGC3 
5 



rflTGGGGTCAGGGCT3* 

c ccj 

A AG I 

[g g Jio 



5 'CCCTCGTCRCAG TC TCCT C A3 * 

5 'CTGTGACGAGGCTGCCCTGACCCCA3 * 

5 'GCGCCAGCGTGGGTGACAGG3 * 

5 'GTGACCA£CACCIGTTl/2TTGTTftl/: 
C CC CC c 
A AG GA A 
G G Gl£ 



JTf| CTTT1/2TTTGGIAACAGCAGAAGCCAGGT3* 
CC A CC CC 
AG I G AA AG 
Gj7 GG G 



5 "AAGGCTCCMAG C r G CTGR J CTRCin/2Tfl GGTGTGCCAAGCCGTTTCAGCGGTAGCGGT3" 

Ic eel 

A AG I 



L4 5 ' AGCGGTACGGRLTOJCtrXCACCM ' 

L5 5 'A7CGCCACCTACXACXGCCAG|Tl/2TfltTCGGCCAAGGIAC3 * 

C CC 



|A AG 
G J8 



L6 



5 'CCACCTTGGTACCTTGGCCGRA3 0 
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SauB 

KX, H2, H5, H7 und H8 bzw. LI, L4 und L6 sind identisch mit denen in Satz A 

5 H3 5 'TGTCTGGCTTCACCTTCAGC AC10%T95% TT20%C TC20%G T5% TA20% T2% T5% T70% 

C C GA45%A5% C10% GG80% A85% G80% C28%A75%C30% 

G45% A70% G10I A50%G20% 

G20% 

TGGGTGCGCCAGCCACCTGGAC3 * 

™ H4 S'GAGGTCTTGAGTGGATTGGT T14.5%TT AX90%C T14.5%TT T5% T10%T70% T14.5%TT 

C28.5%CC G10% C28.5%CC C70%C80%G30% C28.5%CC 
A28.5%AG A28.51AG A20%A10% A2S.5%AG 

G28.5%G .G28.5%G- G5% G28.5%G 

AAX A15%A20%C ACT AX16%A A70%C10%C TAT A80%C20%C CCC ACIDIC T40%TC C5% T5% G 
r5 GG G85%G80% GA C80% G30%A70%A G20%A60% GAA A40%A C20% A90%A90% 

G A4% G20% G20% G50% G40% G5% G5% 

A20%A10%T CGCGTGACAATGCTGGTAGAC3 ' 
G80%G90% 

H6 5 * CGCCGACACCGCGGTCTACXACTGTGCGCGC Tl/2 TT GC25%C TAXTGGGGTCAGGGCT3 ' 

20 

C CC A75% 
A AG 
G G 8 

L2 5 'GTGACCAXGACCTGT CAA T30%CG AGT C7S%AX T30%T10%C C10%T40%T90% 

AG G70% A10% C10%C30% A50%C10«A10% 

25 G15% A30%A60% G40%A10% 

G30% G40% 

A70%T20%T70% C5% T5% T90% T90%T10%C C70%TA20% AC40%T TGGTAACAGCAGAAGCCAGGT3 ' 
G30%A40%A30% A90%C20%A10% C2% CS% A20% G80% GA40I 
G40% G5%.A40% A6% A85% G10% G20% 
30 G35% G2% 

L3 5 'AAGGCTCCAAAGCTGCTGATCTAC T14,5%TT A40%T20%T AC5% C AC20%T70% CTA 

C28.5%CC G60%C70% A10% A60%A30% G 
A28.5IAG A7% G85% G20% 
G28.5%G G3% 

35 C20%C70%C20% T70%CT GGTGTG CC AAG CCG TTT CA GCGGTAGCGGT3 " 

G80%A30%A80% C15% 
A15% 

L5 5'ATCGCCACCXACTACTGC CT10%A CT20%T10% T60%C30%G T35%T5% T TX5%T5% C 

A90% A80%G90% A10%G70% C5% C20% C10%C20% 
40 630% A40%A50% A60%A75% 

G20%G25% G15% 

T14.5%TT C715%C90% T14.5%TT ACGTTCGGCCAAGGXAC 
C28.5%CC C70%A10% C28.5%CC 
A28.5%AG A15% A28.5%AG 
45 G28.5%G G28.5%G 



50 



Erlauterungen zu Tab. 1 

Die Zufalligkeit der Satz B Oligonukleotide wurde in einer Weise eingeschrankt, die annShernd die 
relative Menge von hSufigen AminosSuren in jeder Position der hypervariablen Regionen erzeugt (nach den 
Tabeilen von Kabat et al. f a.a.0.). Bei dieser Strategie wurde auch die Zahl der erwarteten Stopcodoris noch 
weiter reduziert. Eine Restriktionsstelle fQr Mlul wurde im Gegensatz zu den Satz A-Oiigonukleotiden nicht 
eingefOhrt 



7 
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TAB. 3 



Scqucnzcn der "L«adcr"*Scqaenzen PI und P2 tin Antikflrper-Operon 
sowie der "TAtf-Sequenien 



PI 



L cadcn eqacaz von Prtnriyisc (PI) 

HKTLLP TAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQ 

PStI 



P2 

ns Lridrnzgp*nT yen Pekwdymse (P2) 

M K Y L L > T A X A 

Pre! KinrtTTT 
G L L L LAAQPA MAD X 

ECOBV 



Die Teade^-Sequeaarai wnnien dmch die Hybridmerunj der folgmdrn Oligonukleoride synthedstert 



a e sscaggg u coseeria iAfigcss * 




c>3 'Acg wgrrcs^ AcnauMaE^A igic^ 

CC ACAA CCtyrCQ A CTCC G C CC^ l ^ CCfS A CrXT f UXC HCS ICSA3 .* 

•.g'csc ss rc rcciccicnc caa* 

A. 3 *U>llACSCACXCTAlCCX\^5UU»jAG^AtaAlTCAA3 * 

b.3 -;rerr*G ^ic:ii^i T ui^ sra 
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10 



is 



40 



45 



60 



TAB* 4 

Nukleotidsequenzen von Antik5rper-DNA 

a) Schwere Ecrte (variable Domftic), HuVblys HlndEL ; 

1 10 

G V S S Q V Q L Q £ S C P G Ir V R- 

CTCTCCACAGGTGTCCXCSCCCX6GXCCAXC2££A£GAGACCGGXCCAGGXCTT6TCU^ 

FstI 

20 30 CTRl 

.PSQTLSLXCXVSGTTFS J/G/ /*/ Ai/ 
CCXAGCCXGACCCTGAGCCIG2^£XSCXCCGTGTCXGGCrT»CCTT«GCGGCXAXGCT 

BspMX 

* 40 JJL, ; 

/V/ H>i W V R Q P P G a G X £ W I g KM / 1/ HZ-5il 
GXJUUU»GGGXGAGACMCCACCXGGACGAGGXCXXGAGTGGAXXGGAAXGAXXXGGGGr 

CD It 2 60 ' 70 

/O/g/y/T/p/Y/Hys/xiL/K/SI R V X M L V D T. 

gSxggaSacacS^ 

80 90 
20 .S XHQrSLR I»SSV TAA P XAVX 

AGCAAGaACCAGXXCACCCXGAGACXCAGCAGCGXGAC*^ 

SacH 

. 100 CDR3 no 
\X C A R I e/rVp/X/R/I»/P/X I W G Q G S 1 V * 
XAXXGXGCAAGAGAGAGAGAXXJ^GGCXXGACXACXGGGGXC&GGG^ 
25 BiaH 

•V S S Stop 

GXCXCCXC^AASC2£CCXIACAACCXCXCXCXXC^ • - . ♦BimHI 

HindHI 

30 b) Lexchte Kern (variable Pontine), HuVHys Hmdm ....... 

i . io 

GV RS D XQM XQ SP S S £ S A. 
CXCXCCACAGGXGXCCLCXCCSaiaXtCAGAXGACCCAGAGCCClAGCXGCCXGAGCGCC 

EcoRV 

20 CPR1 10 

35 ,S V G DRV X X T C i R/A/S /G/y/X /K/K/ X/ * 

AGCGXGGGXGACAGS£Q^^C£AXCACCXGXAGAGCCAGCGGXAACAXCCACAACXACCXG 

BftEQ 

40 so S5S2 

7Q ff X Q 0 K P G K A P 5 L Xi X Yl/X/ X/ X/X> 
GCXXCCXACCAGCAGAAGCCAGGXAAGGCXCCaJttGCXGCX^^ 



- 60 70 

A/A/Pj GVP S R F SGS G SGXD T X T 
CXGGCXGACGGXGXGCOAGCAGAXXOlGCGGXAGCGGXAGCGGXACCGACXXCACCrXC 

8 0 90 ' CDR3 

.X X S S t « P X D I A X X XT gl^^B /F / W i 5 . 
ACCAXCAGCAGCCXCCAGCCAGAGGACAXCGCC»^ 

— — ioo 

/X/P/R/Xl T G Q 6 X K V S X 3t R. .2 Stop 
ACCCCAAGGACGXXCGGCCAACHiXECC^GGXGGAAATCAAACGTGACXAGAAXTTAAAC 

Kpnl 

XXXCCXXCCXCAGXXfiSAXCC 
BmHX 



55 
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55 Patentanspruche 

1, Synthetische Human-Antikorper-Bibliotheken, erhaltlich durch Generierung von Zufallssequenzen fur 
die hypervariablen Bereiche unter den Einschrankungen (a) bis (e), Satz A oder Satz B gema/3 Tab. 1 
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und anschlieitendem Einbau in einen Expressionsvektor. 

2. Synthetische Human-Antikorper-Bibliotheken nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet dafi die gene- 
rierten Zufallssequenzen fOr die hypervariablen Bereiche vor dem Einbau in einen Expressionsvektor 
amplifiziert werden. 

3. Synthetische Human-Antikorper-Bibiiotheken nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, da£ die 
modifizierten Vektoren M13mp18HuVhtys und M13mp18HuVI!ys eingesetzt werden. 

4. Synthetische Antikorper-Bibliotheken nach Anspruch 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, CzB als Expres- 
sionsvektor der Vektor pFMT eingesetzt wird. 

5- Verfahren zur Hersteilung synthetischer Human-Antikorper-Bibliotheken, dadurch gekennzeichnet, da/5 
fOr die hypen/ariablen Bereiche Zufallssequenzen unter den Einschrankungen (a) bis (e), Satz A Oder 
Satz B gemMB Tab. 1 erzeugt und anschlie/tend in einen Expressionsvektor eingebaut werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die erzeugten Zufallssequenzen vor Einbau 
in einen Expressionsvektor amplifiziert werden. 

7- Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet dafl als Expressionsvektor der Vektor 
pFMT eingesetzt wird. 

a Verfahren zur Isolierung von Klonen, die spezifische humane AntikSrper sezernieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ synthetische Human-AntikSrper-Bibliotheken nach Anspruch 1 bis 4 mit spezifischen 
Antigenen durchsucht werden. 

a Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl zusatzlich ein Markerpeptid, vorzugsweise 
die TAG n -Sequenz eingebaut wird und die gesuchten Klone mit Antikorpem gegen das Markerpeptid, 
vorzugsweise mit des Antikorper YL 1/2 identifiziert werden. 

10. Verwendung von synthetischen Human-Antikorper-Bibliotheken nach Anspruch 1, 2 oder 3 zur Isolie- 
rung von Klonen, die spezifische Antikorper sezernieren. 

Patentansprtlche fUr folgende Vertragsstaaten : ES 

1. Verfahren zur Hersteilung synthetischer Human-Ant*k6rper-Bibliotheken, dadurch gekennzeichnet dafl 
fUr die hypervariablen Bereiche Zufallsseguenzen unter den Einschrankungen (a) bis (e), Satz A oder 
Satz B gemafi Tab. 1 erzeugt und anschlieflend in einen Expressionsvektor eingebaut werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet dafl die erzeugten Zufallsseguenzen vor Einbau 
in einen Expressionsvektor amplifiziert werden. 

a Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet dafl als Expressionsvektor der Vektor 
pFMT eingesetzt wird. 

4. Verfahren zur Isolierung von Klonen, die spezifische humane Antikorper sezernieren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl synthetische Human-Antik6rper-Bibliotheken hergestellt nach Anspruch 1 bis 3 mit 
spezifischen Antigenen durchsucht werden. 

a Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB zusatzlich ein Markerpeptid, vorzugsweise 
die n TAG"-Sequenz eingebaut wird und die gesuchten Klone mit Antikorpem gegen das Markerpeptid, 
vorzugsweise mit dem AntikSrper YL 1/2 identifiziert werden. 
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PvuII 




trc lac operator 

5„ lTTGACA| ATTAATCATCCGGCTCG iTATAAT| 6TGT66AATT6T6AGCG6ATAAC 
RBS Pstl rrnB 



AATTTCACAC|AGGA|AACAGACC|ATG|GCTGCAGCCAAGCTTGGCTGTTTTGGC...3 

t. 



Ncol 



Hind III 
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